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1.は じめに

多 くの植物細胞は,細 胞膜の外に熱伝導や樹脂の浸透の悪い細胞

壁を持つ.そ のため,動 物細胞 よりも常圧下での急速凍結可能な範

囲が狭 く,高 圧(加 圧)凍 結法を用いることでや っと細胞の電子顕

微鏡観察に適 した凍結固定が可能になった植物材料も多い1).ま た,

その後の樹脂置換などの過程 も特別な工夫が必要 となる.本 稿では,

我 々が現在行 って良い結果を得ている,高 圧凍結を使 った植物組織

の試料作製方法を技術的なことを中心に解説する.

2.材 料 と高圧凍結法

2.1植 物材料の準備

我々が主に研究に使用 しているのは,タ マネギの子葉表皮および

タマネギとタバ コの根端分裂組織である.タ マネギの子葉表皮は発

芽まもない時期に活発に分裂 して表皮細胞や気孔を形成 している.

この子葉基部は円筒状(図1a)な ので,懸 濁培養細胞などと比べ

て切片作製の際に方向を決め易い.ま た,表 皮細胞の細胞表層の広

い範囲を子葉の接線縦断面の1枚 の切片で観察できるため,細 胞表

層の微小管の解析に適 している.タ マネギの根端は比較的大きいた

め,す べての細胞を良い状態で凍結することは難 しいが,我 々の方

法では表層から3層 目までの細胞はほぼ良い条件で凍結が可能であ

る.タ バコの根は非常に細い(直 径約200μm)た め根端のすべて

の細胞を良い条件で凍結することが可能である2).

植物細胞内に含まれる成分の中には,そ れ自体凍結保護剤(cryo-

protectant)の 役割をす るものも多く含まれている.し か し,そ の

含量は生育条件で異なってくる.一 般に蒸留水で育てた実生に比ベ

ショ糖を含む溶液で育てた実生の方が凍結状態の良い細胞が多い.

タマネギの根端細胞では,蒸 留水で育てたものでは良い凍結状態の

細胞は少なかったが,シ ョ糖を含む溶液で育てた ものを使用するこ

とで,満 足 の い く凍 結 結 果 の得 られ る細 胞数 が 増 加 した.た だ,0

.1Mシ ョ糖 存 在下 で は,タ マ ネ ギで は 種 子 の 発芽 に影 響 が で る ため,

まず0.05Mシ ョ糖 存 在下 で 種 子 を 発 芽 させ,凍 結 す る1日 前 に シ

ョ糖 の 濃度 を0.1Mに 上 げ る よ うに して い る(表1,2日 目).タ

バ コの 場 合 は,3.5%シ ョ糖(ほ ぼ0.1M)と 栄 養 塩 類 を含 む培 養

液 を 使 用 して い る.

2.2高 圧 凍 結

高 圧 凍 結 装 置 はBAL-TECAGのHPM-010を 使 用 して い る.試

料 ホル ダ ーは 直 径3mmの 円筒状 の空 間 に金 属 製 のハ ッ ト(キ ャ リ

ア)に 挟 ん だ 試 料 を 置 く形 に 設 計 さ れ た も の(BAL-TECAG,

Specimen Carrier Mounting Fixture,BUOl2 117-T)を 使 用 し,目

的 に 応 じて い くつ か の ハ ッ トを使 い 分 け て い る(図1).凍 結 置 換

・樹 脂 包 埋用 の試 料 作製 に は ,真 鍮 製 で0.3mmの 深 さ の溝 を持 つ

ハッ ト(図1a,b:Pelco International,Cat#39201)を 使 用 して

い る.タ マネ ギ子 葉 は,0.1Mの シ ョ糖 溶 液 中で1～1.5mm長 の

図1タ マネギ子葉のハットへの挿入方法.(a)右:タ マネギ

実生からの子葉基部の切 り出し方.左:2つ に縦断した子葉基

部を凍結置換 ・樹脂包埋用のハットの溝に挿入した模式図.中

央二つの長方形が子葉の切片である.(b)(a)で 試料を挿入 し

たハ ット(a左 図)の 中央縦断面.(c)タ マネギ子葉基部を凍

結エ ッチング用のハットに挿入 した時の模式図.中 央縦断面.
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表1タ マネギ子葉の高圧凍結 ・凍結置換 ・樹脂包埋試料の作製法

各列は左か らそれぞれ、処理 した 日、時間、処 理項 目を示して いる。

Spurr樹 脂(+DMAE)は 一般 に使用されて いる方法で4種 の液を混合 した

もの を、Spun樹 脂(-DMAE)は 、加速剤DMAEを 混合 していない ものを

意味する。

円筒状に切 り出した後,こ の試料の中央部を縦方向に切断 して,二

つの半円筒状の試料にする.こ の試料を0.1Mの ショ糖溶液の入

ったハットの溝に素早 く入れ,同 じ型のハ ットの溝のない側を下に

して蓋をする(図1b).試 料 の周 りに空気が入らないよう注意が必

要である.我 々の材料では0.1Mの シ ョ糖溶液中で実生を生育さ

せているため,培 養液(0.1Mの シ ョ糖溶液)を そのまま凍結保護

剤 として使用 している.

3.凍 結置換 ・樹脂包埋試料作製法と切片観察結果

3.1凍 結置換 ・樹脂包埋

凍結置換(freeze substitution)・樹脂包埋の過程は表1に そって,

タマネギ子葉の場合について説明する.タ マネギ,タ バコの根端の

場合も基本的には同じ方法であるが,材 料によって樹脂の浸透の仕

方やその他の処理に対する効果に差があるため,樹 脂置換の間隔な

どは個々の材料の性質に応 じて変更する必要がある.

凍結置換はアセ トンに溶かした2%OsO4を 使用して,-80℃ で

2日 以上行 う必要がある.高 圧凍結した試料では,あ まり細胞内の

分子が流出しないため,化 学固定のものに比べ樹脂の浸透が悪い.

そ のため化学固定 した試料に比べ樹脂交換を長時間かけて行 う必要

がある.表1の10～17日 目に示すように,タ マネギの組織をSpurr

樹脂3)で 包埋する場合,各 ステップの間隔を10時 間から1日,100

%Spurr樹 脂では数 日以上放置することが必須である.ま た,植 物

細胞では,急 速に樹脂交換を行うと細胞膜が細胞壁から離れてしま

うことが よくある.そ のため,樹 脂置換は非常に低濃度から開始 し,

10%く らいまでは細かいステ ップで徐々に樹脂濃度を上げていく必

要がある(表1,8～9日 目).8日 目(9:30)で 行 っている40

℃で4時 間の2%OsO4処 理は,OsO4の 処理をより強 くすること

によるコントラス トの増強と,そ の後の樹脂の浸透を良くする目的

で行 ってお り,効 果は大 きかった.注 意する点としては,凍 結置換

用の溶液を溶かすアセ トンは市販の特級のアセ トンをそのまま使用

し,モ ラキュラーシープで脱水した ドライアセ トンを使用 しないこ

とである.理 由は,ド ライアセ トンを使 うと,し ば しぼ試料を室温

にもどした段階で溶液が真 っ黒になり,OsO4の 効 果が減少する.

酢酸 ウラン ・メタノール処理以降のアセ トンは ドライアセ トンを使

用 している.

8日 目(15:30)の4℃ で2時 間の酢酸ウラン・メタノール処

理は,ア クチン繊維をはっきりと見るために酢酸ウランを使ったブ

ロック染色を行 うための処理である.タ マネギ根端の場合,ア クチ

ン繊維観察のための酢酸 ウランのブロック染色を行わない場合で

も,ア セ トンでは溶出できない細胞膜の脂質を除 く目的で4℃,2

時 間のメタノール処理を行 うことが必要であった.

3.2切 片観察結果

図2は,表1の 方法で作製 したタマネギ子葉表皮の250nm厚 の

切片を,超 高圧電子顕微鏡4)を 使用 して加速圧500KVで-60° か

ら+60° まで1.5° お きに傾けてとった画像を元に,ト モグラフ

ィー法を使って計算 して得た画像の一部である.図 は厚さ1.4nm

の超 薄切片像に相当する.図2aは 分裂前期の表皮細胞の外側接線

縦断切片像で,細 胞膜直下の細胞質の部分が うまく凍結でぎている

ことが分かる.微 小管,ア クチン繊維(AF),ク ラス リン被覆小胞

(CV),被 覆 ピット(CP)等 の細胞骨格や膜系が明瞭に観察できる.

また,中 央部に見える微小管の端(太 い矢印)は,脱 重合型の開裂

端構造をしてお り,こ の微小管が脱重合していることを示唆 してい

る、従来行われている超薄切片(厚 さ90nm)で は,微 小管が数本

重なることのできる厚さがあるため,微 小管の端の構造をはっきり

と判定するのにしぼ しぼ問題があった.そ のため,微 小管端の構造

解析には,上 述の トモグラフィー法と厚さ30～50nmの 超超薄の

連続切片を作製 して観察する方法をとっている5).

我 々の研究の初期の段階で,凍 結がうま くいっているような細胞

でも微小管 と識別できる構造の数が少ないことがたびたびあった.

その後の研究で,微 小管は他の細胞内構造に比べ凍結で影響を受け

易 く,他 のオルガネラや細胞膜がうまく凍結できている様に見える

細胞でも,既 に微小管が変形 していることが分か った2),図2bは

その例で,電 顕 トモグラフィー法で観察すると,微 小管の管状構造

が部分的につぶれた り折れ曲がっていることが明瞭に分かる(矢
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図2表1の 方法で作製 したタマネギ子葉表皮の接線縦断面像.

(a)う ま く凍結できた細胞膜直下の分裂準備帯(preprophase

 band)の 一部.AF(矢 尻):ア クチン繊維,CV:被 覆小胞,

CP:被 覆 ピット,太 い矢印:脱 重合型の開裂端構造を示す微

小管の端.(b)細 胞表層の微小管.凍 結不良のため微小管の

構造が変形している.微 小管の管状構造がつぶれた り折れ曲が

った りしている(矢 印).

印).

4.凍 結 エッチングレプ リ力法

凍結エッチングレプリカ法では,凍 結した試料をそのまま割断し,

エ ッチングしてレプリカを作製するため,樹 脂置換等の過程で人工

産物を生 じる可能性の大きい超薄切片法に比べ,よ り真実を繁栄 し

た像が期待できる.図3は 凍結エ ッチングレプリカ法で作製 した試

料で得た画像で,細 胞膜直下の微小管とそれを架橋 している構造が

見える,以 下,こ の方法について説明する.

超薄切片法の時に用いたハットは,凍 結割断の際にハ ットを支え

る所がないため,凍 結割断には不向きである.そ こで,凍 結割断用

の試料にはCraigら6)の 開発 したハットを使用 している(図1c) .

このハットは,試 料を載せる側に直径1mmの 試料を入れる穴があ

り,そ れ とうまくかみあ う蓋とでできている.試 料を載せる側のハ

ットには,凍 結割断の時試料を支えることができる構造になってい

る.こ のハ ットに円筒状の試料をそのまま入れ,周 りに凍結保護剤

を入れて蓋をす る。凍結保護剤 として0.1Mシ ョ糖 ・20%デ キス

トラン(mw.35000-45000)溶 液 に酵母を加えたものを使用する,

試料の大部分は細胞膜や細胞壁の部分で割断されるため,小 さなレ

プリカでは,試 料をみているのか周 りのデキス トラン等の凍結保護

剤の部分を見ているのかわか りに くいことがあった.そ こで,試 料

の周 りに酵母を入れることで,タ マネギの組織の部分が判定できや

すいようにしている.試 料の凍結割断 ・エッチ ングは,BAL-TEC

AGのBAFO60を 使用し,-115℃ で凍結割断後,温 度を-100℃

まで上昇させて15分 間エッチングを行 う.エ ッチングした試料を回

転させながら25° の角度から白金を回転蒸着,続 いて真上から炭素

を回転蒸着 してレプ リカ膜を補強する,白 金の厚さは2.5nmに,

炭 素は20mmに している.そ の後,温 度を-80℃ まで上昇させ

30分 間放置 し,再 度,炭 素を真上か ら回転蒸着 し,レ プリカ膜を再

補強する.室 温に取 り出した試料は20%シ ョ糖溶液中でハットから

分離 し,蒸 留水で5%に 薄めた市販の漂白剤(次 亜塩素酸ナ トリウ

ム)に 浮かべ,徐 々に漂白剤の濃度を50%ま で上げる(こ の間,全

体で2時 間).蒸 留水で30分,2回 の洗浄後,70%硫 酸に一晩,7.8

%ク ロム酸 カリウム ・33%硫 酸 の混合液で5時 間処理することで試

料を完全に溶かし,そ の レプ リカを蒸留水で30分,2回 の洗浄後 グ

リッドに載せて観察する。この方法は,将 来立体的な観察に有効な

手段であると考えているが,割 断で目的の場所が現われる確率が低

いため,定 量的な観察に向かない問題がある.

5.お わ りに

高圧凍結で多 くの植物材料が凍結可能にな り,今 後ますます高圧

凍結法の利用が増大すると思われる.今 後の展開としては,図2に

も示 した様に他の新 しい観察技法,例 えば電顕 トモグラフィー法な

どと併用することにより,よ り真実に近い形で微細構造の3次 元的

解析が進むと考えている.

図2の 画像作製にあたってはコロラ ド大学のBoulder Laboratory

 for 3-Dimentional Fine Structure4)の ス タッフに多 くの助言と協力

いただきましたことを感謝します.本 研究は文部省科学研究費補助

金09044225お よび12640651に よるものである.
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